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Abstract of DE3317064 

The invention relates to a process for the preparation of cyclooctaamylose by enzymatic cleavage of 
starch and subsequent fractionation of the cleavage products, in which cyclodextrin glycosyltransferase is 
added to an aqueous preparation of starch, and bromobenzene is added to the starch preparation at least 
after the amount of initially formed cyclodextrin no longer increases. jX 

W 



Data supplied from the esp@cenet database - Worldwide 



> 

i 

00 

r~ 
m 

o 
O 

"D 
-< 



http://v3.espacenet.cora/textdoc?DB=EPODOC&IDX=DE33 1 7064&F=0 



8/3/2006 



® BUNDESREPUBLIK <S) Offenlegungsschrift 

DEUTSCHLAND 3317064 A1 




DEUTSCHES 
PATE NT AM T 



© Irrt CL 3 : 

C08B 37/16 

C12P 19/18 



Aktenzeichen: P 33 17 064.9 
Anmejdetag: 10. 5.83 
Offenfegungstag: 15. 11. 84 



i 

c 

u 
C 



(§) Anmelder: 

Consortium fur elektrochemische Industrie GmbH, 
8000 Munchen, DE 



@ Erfinder: 

Bender, Hans-Friedrich, Dr., 7803 Gundelfingen, DE 



Verfahren zur Herstellung von Cyclooctaamylose 

Die Erf in dung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von 
Cyclooctaamylose durch enzymatische Spattung von Starke 
und anschfie&ende Auftrennung der Spaltprodukte, wobei 
einer wa&rigen Zubereitung von Starke Cyclodextrin-glyko- 
syltransf erase zugegeben wird und zumindest nachdem die 
Menge an primar gebtldetem Cyclodextrin nicht mehr zu- 
nimmt, die Starkezubereitung mit Brom benzol versetzt wird. 
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Patentanspruche 

fl J Verfahren zur Herstellung von Cyclooctaamylose durch 

^ enzymatische Spaltung von Starke und anschlieBender Auf- 

trennung der Spaltprodukte , dadurch g e - 

kennzeichnet , daB 

a) einer waBrigen Zubereitung von Starke Cyclodextrin- 
glykosyltransf erase zugegeben wird und 

b) zumindest nachdera die Menge an primar gebildetem 
Cyclodextrin nicht mehr zunimmt, die Zubereitung 
gemaB a) mit Brombenzol versetzt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet , daB die waBrige Zuberei- ' 
tung von Starke vor der Zugabe von Cyclodextringlyko- 
syl transferase mit Alkalisalzen kurzkettiger Alkan- 
sauren versetzt wird. 

3. Verfahren nach den Anspriichen 1 und 2, dadu.rch 
gekennzeichnet , daB bei der Auftrennung 
der Spaltprodukte Cyclooctaamylose aus pyridinischer 
Suspension durch Zugabe von Alkohol gewonnen wird. 
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Verfahren zur Herstellung von Cyclooctaamylose 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von 
Cyclooctaamylose, im weiteren auch als y-Cyclodextrin be- 
zeichnet, durch enzymatische Spaltung von Starke und an- 
schlieBende Auftrennung der Spaltprodukte . 

Y-Cyclodextrin ist relativ gut wasserloslich, besitzt einen 
hydrophoben Torus von ca. 10 Angstrom Durchmesser, in den 
Gastmolekule eingeschlossen werden konnen . Aufgrund dieser 
Eigenschaf ten ist y-Cyclodextrin ein an sich begehrter Ein- 
satzstoff u.a. auf dem Arzneimittelsektor , auf den Gebieten 
des Pf lanzenschutzes, der Kosmetik oder in der Nahrungs- 
mittelindustrie . 

Gemafl EP-OS 45 464 ist es Stand der Technik, Cyclodextrine 
aus Starkehydrolysaten durch Fallung mit z.B. Brombenzol 
abzutrennen. Aus der geaannten Verof f entlichung ist es fer- 
ner bekannt r y-Cyclodextrin aus Starke durch enzymatische 
Spaltung zu gewinnen und aus dem Reaktionsprodukt mit Hilfe 
chromatographischer Methoden zu isolieren. 

Generell ist f estzustellen, daB die bekannten Herstellungs- 
methoden fur y-Cyclodextrin so aufwendig und damit so kosten- 
intensiv sind, daB y-Cyclodextrin bisher nicht die an sich 
durch seine Eigenschaf ten begriindete breite industrielle 
Nutzung finden konnte. 

Aufgabe der Erfindung war es, ein Verfahren zur Herstellung- 
von Cyclooctaamylose zu entwickeln, das verbesserte Ausbeu- 
ten liefert. 
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Gegenstand der Erfindung ist.ein Verfahren zur Herstellung 
von Cyclooctaamylose durch enzymatische Spaltung von Starke 
und anschiieflender Auftrennung der Spaltprodukte, das da- 
durch gekennzeichnet 1st, da3 

a) einer wSCrigen Zubereitung von Starke Cyclodextrin- 
glykosyltransf erase zugegeben wird und 

b) zumindest nachdem die Menge an prim&r gebildetem Cyclo- 
dextrin nicht mehr zunimmt, die Zubereitung gemaB a) 
mit Brombenzol versetzt wird. 

Grundsatzlich kann erf indungsgemafl jede Art von Starke, ein~ 
schlielilich nativer StSrke oder Starke-Partialhydrolysate, 
eingesetzt werden. Beispiele sind Kartof f elstarke, Maisstarke, 
Maniokstarke u.a, 

Als wSflrige Zubereitungen von Starke konnen alle waBrigen 
Zubereitungen eingesetzt werden, die auch bereits bisher zur 
enzymatischen Spaltung von Starke verwendet werden konnten. 
Es sind dies insbesondere 5 bis 30 Gew.-%-ige waflrige Losun- 
gen von gelif izierter Starke, Sie warden im einfachsten Fall 
durch Kochen entsprechender Mengen von Starke in Wasser ge- 
wonnen . 

Die genannten Zubereitungen enthalten zur Enzymstabilisierung 
zurrveist kleinere Mengen an Calciumchlorid , insbesondere ca. 
5 mMol Calciumchlorid/1 . 

Vorzugsweise enthalten die erf indungsgemaB einer enzymati- 
schen Spaltungsreaktion zu unterwerf enden Starkezubereitun- 
gen weiterhin Alkalisalze kurzkettiger Alkansauren. Die Men- 
gen betragen zweckmafligerweise 5 bis 300 mMol/1 Starkezube- 
reitung, Beispiele fur die genannten Alkalisalze sind 
Natriumf ormiat , Kaliumf ormiat , Natr iumacetat , Kaliumacetat , 
Natriumpropionat , Kaliumpr.opionat u.a., insbesondere. Natrium- 
acetat. Durch diese MaBnahme wird die Bildung von Cycloocta- 
amylose begiinstigt. 
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Den genannten Starkezubereitungen wird nun das an sich be- 
kannte Enzym Cyclodextringlykosyltransf erase zugegeben. Als 
Quelle fur dieses Enzym dienen Mikroorganismen , wie Bacillus 
macerans, Bacillus megaterium. Bacillus circulans, Bacillus 
stearo-thermophylus , Micrococcus spp., alkalophiler Bacillus 
(z.B. Bacillus Nr. 38-2 oder 17-1), Klebsiella pneumoniae, 
insbesondere .Klebsiella pneumoniae. 

Das Enzym wird vorzugsweise in solchen Mengen zugegeben, 
daS das Gewichtsverhaltnis von Enzym : Starke 1 : 2000 bis 
1 : 10 000, insbesondere 1 : 4000 bis 1 : 5000 betragt. 

Die Spaltungsreaktion wird bei Temperaturen von .30 bis 55 °C, 
insbesondere 40 bis 45 °C unter Ruhren durchgef iihrt . Der 
pH-Wert der Starkezubereitung betragt 4,5 bis 7,9. 

Vorzugsweise wird ein Teil der Enzymmenge, ca. 10 bis 40 
Gew.-%, insbesondere 25 bis 35 Gew.-%, der Gesamtmenge des 
eingesetzten Enzyms bereits bei einer Temperatur de^ Reak- 
tionsgemisches von 60 bis 70 °C zugegeben. Danach wird das 
Reaktionsgemisch unter Ruhren auf eine Temperatur ' von 30 
bis 55 °C abgekiihlt und schlieBlich die restliche Menge an 
Enzym zudosiert. 

Der Fortschritt der enzymatischen Spaltungsreaktion kann 
beispielsweise durch Probenentnahme und chromatographische 
Analyse iiberwacht werden. Als MaBstab hierfur dient. die Menge 
der sich primar bildenden Cyclodextrine . Abhangig von der Ab- 
stammung der Cyclodextringlykosyltransf erase ist dies in der 
iiberwiegenden Menge a- oder B-Cyclodextrin . Beispielsweise 
bildet die Cyclodextringlykosyltransf erase von Bacillus mace- 
rans und von Klebsiella pneumoniae in der iiberwiegenden Menge 
a-Cyclodextrin, wahrend die Cyclodextringlykosyltransf erase 
des alkalophilen Bacillus primar uberwiegend &-Cyclodextrin'* 
bildet. 



D 3317064 

Die enzymatische Spaltungsreaktion fiihrt schlieDlich zu 
einem Zustand, in dem die Menge dieser primar gebildeten 
Cyclodextrine im Reaktionsgemisch nicht mehr zunimmt. Zu- 
mindest nachdem dieses Stadium erreicht ist, wird erfin- 
dungsgemafi Brombenzol zugegeben. Typische Inkubationszei- 
ten bis zum Erreichen dieses Stadiums sind 5 bis 9 Stunden. 
Zweckmafiigerweise erfolgt die Brombenzol zugabe erst, wenn 
mehr als 50 Gew.-?6, insbesondere mehr als 70 Gew.-%, an 
sich primar bildendem Cyclodextrin im Reaktionsgemisch vor- 
liegt. 

Durch Zugabe von Brombenzol fallen 3-Cyclodextrin und -y- 
Cyclodextrin als schwerlosliche Clathrate aus . Die einge- 
setztis Menge an Brombenzol ist, bezogen auf die Menge im 
Reaktionsgemisch anwesender und sich weiterbildender Cyclo- 
dextrine mindest'ens aquimolar. Vorzugsweise wird jedoch, 
bezogen auf die genannte Menge anfallender Cyclodextrine 
ein 1,5- bis 10-facher, insbesondere ein 2- bis 3-facher 
molarer UberschuB an Brombenzol zugesetzt.. 

Danach wird das Reaktionsgemisch bei 30 bis 50 °C, insbe- 
sondere bei 40 bis 45 °C, weitergeriihrt bis keine Zunahme an 
Zielprodukt ( Cyclooctaamylose ) mehr festgestellt wird. Die 
Reaktionskontrolle kann beispielsweise durch Probenentnahme 
und chroraatographische Analyse erfolgen. Typische Gesamt- 
inkubatiohszeiten bis zum Endpunkt der Reaktion sind 24 bis 
48 Stunden . 

Zur Aufarbeitung des Reaktionsgemisches werden zunachst die 
Feststoffe durch z.B. Dekantieren, Filtrieren, Zentrifugie- 
ren und dergleichen • abgetrennt . Das Zielprodukt liegt als 
Feststoff (Brombenzol -Clathrat ) im Gemisch mit Brombenzol- 
Clathrat des B-Cyclodextrins und ebenfalls als Nebenproduk- 
ten gebildeten lang- und kurzkettigen, nicht cyclischen 
Spaltprodukten vor . 
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Zur Auftrennung des Gemisches werden nun die Cyclodextrine 
durch ZerstSren der entsprechenden Brombenzol-Clathrate wie- 
der in Losung gebracht. Eine geeignete Methode hierfiir ist 
die Behandlung des genannten Feststoff gemisches mit heiBem 
oder kochendem Wasser oder Wasserdampf , wobei nach Art einer 
Wasserdampfdestillation Brombenzol aus dem Gemisch entfernt 
wird. Aus der schlieBlich brombenzolf reien, waBrigen Losung 
konnen die langkettigen , nicht cyclischen Spaitprodukte durch 
Fallen rait Alkoholen, wie beispielsweise Methanol, abgetrennt 
werden. 

Die Hauptmenge des B-Cyclodextrins wird nun vom Zielprodukt 
durch Kristallisation abgetrennt. Hierzu wird die waBrige 
Losung zweckmaBigerweise eingeengt und die Hauptmenge des 
entstandenen B-Cyclodextrins bei einer Temperatur von 2 bis 
10 °C, insbesondere ca. 4 °C, auskristallisiert . Es ver- 
bleibt als Uberstand eine waBrige Losung von Y- c yclodextrin, 
dem Zielprodukt, mit kleineren Mengen an B-Cyclodextrin und 
an kurzkettigen, nicht cyclischen Spaltprodukten. Die Entfer- 
nung der kurzkettigen, nicht cyclischen Spaitprodukte ist oft- 
mals nicht erf order lich , da diese Produkte zumeist nur in ge- 
ringen Mengen vorliegen. Falls eine Abtrennung erwtinscht ist, 
werden in der gleichen Verf ahrensweise wie bereits beschrieben 
die Brombenzol-Clathrate des B- und Y-Cyclodextrins gebildet 
und isoliert. Die kurzkettigen, nicht cyclischen Spaitpro- 
dukte verbleiben dabei in Losung. Danach werden durch Austrei- 
ben des Brombenzols aus dem Gemisch die Cyclodextrine wieder 
in Losung gebracht. 

Beim Eindampfen der erhaltenen Losung bis zur Trockne oder 
durch Spriihtrocknung und dergleichen wird als Zielprodukt Roh- 
Cyclooctaamylose mit einem Reinheitsgehalt von > 90 % erhal- 
ten. f. 
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Falls ein reineres Produkt erwiinscht wird # wird die Roh- 
Cyclooctaamylose mit Pyridin bei einer Temperatur von 20 bis 
60 °C, insbesondere ca; 50 °C, behandelt. Durch Zugabe von Al- 
kohol, z.B. Methanol, zur pyridinischen Suspension fallt Cyclo- 
octaamylose als leicht sedimentierbarer Niederschlag an. Als 
weiterer . Reinigungsschritt bietet sich das Umf alien der Cyclo- 
octaamylose aus waBriger Losung mit z.B. Ethanol an. 

Das erf indungsgemaBe Verfahren gestattet es, ausgehend von 
Starke, Cyclooctaamylose in stark verbesserten Ausbeuten so- 
wie in hober Reinheit herzustellen . Das Verf ahrensprodukt 
findet Verwendung u.a. als Bestandteil von Pf lanzenschutz- 
mitteln, Medikamenten 9 Kosmetika oder Lebensmitteln . 

Die Erfindung wird nun anhand von Beispielen naher erlautert: 



Beispiel 1 

150 g Kartof felstarke wurden in 1 1 Wasser, das noch 200 mMol 
Natriumacetat und' 5 mMol Calciumchlorid enthielt, suspendiert 
und durch Erhitzen auf 120 °C innerhalb von 30 Minuten geli- 
fiziert. Der pH-Wert betrug 6 f 9. Nach' Abkiihlen der. Mischung 
auf 70 °C wurden unter Riihren^ und weiterer Abkiihlung[ 10 mg 
Cyc.lodextrin-glykosyltransf erase von Klebsiella pneumoniae, 
gelost in 20 ml eines 20 millimolaren Triethanolamin- 
hydrochlorid-puf f ers (pH 7,2; 5 mMol Calciumchlorid), .zuge- 
setzt. Unter weiterem Riihren wurde auf 40 °C abgekiihlt und 
danach noch 20 mg Cyclodextrin-glykosyltransf erase von Kleb- 
siella pneumoniae in der gleichen Zubereitung wie oben be- 
schrieben r zugegeben . 

Nach einer Inkubationszeit von 7 Stunden bei 40 °C wurde 
durch chromatographische Analyse keine Zunahme des primar ge-' 
bildeten a-Cyclodextrins mehr f estgestellt . 
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Das Reaktionsgemisch wurde nun mit 26 g Brombenzol versetzt. 
Nach einer weiteren Inkubationszeit von 15 Stunden bei 40 °C 
unter Riihren waren 61,4 Gew.-% der Starke zu Cyclodextrinen 
abgebaut. Das Verhaltnis von a- / B— / r-Cyclodextrin betrug 
1 : 4,1 : 2,23. 

Die schwerloslichen Bestandteile der Reaktionsmischung wurden 
nun durch Zentrifugieren abgetrennt, in 1 1 Wasser suspen- 
diert und zum Sieden erhitzt, wobei Brombenzol als Aceotrop 
mit Wasser abdestillierte . 



Die erhaltene leicht triibe Losung wurde auf Raumtemperatur ab- 
gekiihlt und mit 1,2 1 Methanol versetzt. Nach Abtrennen des 
gebildeten Niederschlags wurde das Methanol abdestilliert 
und die waBrige Losung soweit eingeengt, daB die Konzentra- 
tion an -f-Cyclodextrin 20 Gew.-% betrug. Das erhaltene Konzen- 
trat wurde anschlieBend 12 Stunden bei 4 °C aufbewahrt. 

Es wurden 48 g farblose Kristalle von B-Cyclodextrin erhalten, 
die von -der Losung abgetrennt und einmal mit 200 ml eiskaltem 
Wasser gewaschen wurden. 

Die vereinigten Uberstande wurden mit 7,2 g Brombenzol ver- 
setzt und 6 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Der entstan- 
dene farblose Niederschlag wurde anschlieBend abzentrif ugiert , 
in 150 ml Wasser aufgenommen und durch Kochen unter aceotropen 
Abdestillieren des Brombenzols in Losung gebracht . 

Die erhaltene waBrige Losung wurde schlieBlich lyophilisiert . 
Es wurden 30 g eines Gemisches aus 2,4 g B-Cyclodextrin und 
27,6 g Y-Cyclodextrin erhalten. 

Die Ausbeute an -y-Cyclodextrin betrug demnach 98,4 %, bezo- 
gen auf den y-Cyclodextrin-Gehalt der Konversionsmischung . 



3317064 



Zur weiteren Reinigung wurde das Gemisch nach 2-stundigem 
frocknen bei 105 °C in 100 ml Pyridin suspendiert und 2 Stun- 
den bei 50 °C geriihrt. Anschlieflend wurde mit 200 ml Metha- 
nol versetzt. Das erhaltene farblose Prazipitat wurde in 
150 ml Wasser suspendiert und durch Erhitzen in Losung ge- 
bracht. Das y-Cyclodextrin wurde mit 450 ml Ethanol gefallt 
und nach erneutem Umf alien mit Ethanol im Vakuum getrocknet. 

Es wurden 27,2 g r-Cyclodextrin mit einem Reinheitsgehalt von 
98,2 % erhalten. Die Ausbeute, bezogen auf den f-Cyclodextrin- 
Gehalt.der Konversionsmischung betrug 95,2 %. 

Eine Wiederholung des beschriebenen Reinigungs verf ahrens 
fiihr.te zu 25,6 g f-Cyclodextrin vom Reinheitsgehalt 99,8 %. 

Die Ausbeute an Reinprodukt betrug, bezogen auf eingesetzte 
Starke, 17 %. 

Beispiel 2 

200 g Maniok-Starke wurden in 1 1 Wasser mit einem zusatz- 
lichen Gehalt von 200 mMol Natriumacetat und 5 mMol Calcium- 
chlorid suspendiert und durch 30-minutiges Erhitzen auf 120 °C 
gelifiziert. Der pH-Wert der Reaktionsmischung betrug 6,9. 
Nach Abkiihlen auf 70 °C wurden unter Riihren und weiterer Ab-- 
kuhlung 13 mg Cyclodextrin-Glykosyl transferase von Klebsiella 
pneumoniae in der gleichen Zubereitung, wie im Beispiel 1 be- 
schrieben, zugesetzt. Unter weiterem Riihren wurde auf 43 °C 
abgekiihlt und danach noch 2 7 mg Cyclodextrin-glykosyl trans- 
ferase von Klebsiella pneumoniae in der gleichen Zubereitung 
wie oben beschrieben zugegeben . 

Nach einer Inkubationszeit von 8 Stunden bei 43 °C wurde, 
durch chromatographische Analyse ermittelt, keine weitere 
Zunahme an initial gebildetem a -Cyclodextrin ermittelt. 
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Danach wurden dem Reaktionsgemisch 32,6 g Brombenzol zuge- 
geben. Nach einer weiteren Inkubationszeit von 40 Stunden bei 
43 °C waren 59 Gew.-% der Starke zu Cyclodextrinen abgebaut. . 
Das Verhaltnis von a- / B- / Y-Cyclodextrin betrug 1 : 10,6 : 
3,92. 

Es wurden die unloslichen Bestandteile der Konversionsraischung 
durch Zentrifugation abgetrennt und in 1 1 Wasser auf genommen . 
Die Suspension wurde zum Sieden erhitzt, wobei Brombenzol als 
Aceotrop mit Wasser abdestillierte . 

Die erhaltene leicht triibe Losung wurde nun soweit eingeengt, 
daB die Konzentration an -y-Cyclodextrin 20 Gew.-% betrug. Das 
erhaltene Konzentrat wurde 12 Stunden bei 4 °C aufbewahrt. 

Es wurden 74 g. Roh-g-Cyclodextrin erhalten, die von der 
Losung abgetrennt und einmal mit eiskaltem Wasser gewaschen 
wurden . 

Die vereinigten Uberstande wurden wie gemaB Beispiel 1 be- 
schrieben aufgearbeitet . 

Es wurden erhalten: 

29 , 2 g Roh-Y-Cyclodextrin, entsprechend einer Ausbeute von 
98,6 %, bezogen auf den Y- c Y clode xtrin-Gehalt der Konver- 
sionsmischung 

27 g -y-Cyclodextrin voni Reinheitsgehalt 99,7 %, entsprechend 
einer Ausbeute, bezogen auf eingesetzte Starke von 13,5 

Beispiel 3 

Es wurde die Arbeitsweise gemaB Beispiel 2 wiederholt, mit 
der Abanderung, daB anstatt in Gegenwart von 200 mMol Natrium- 
acetat in Gegenwart von 200 mMol Natriumf ormiat gelifiziert 
wurde . 



3317064 



Nach einer Gesamt-Inkubationszeit von 48 Stunden waren 

57 Gew.-% der Starke zu Cyclodextrinen abgebaut- Der Anteil 

an Y-Cyclodextrin betrug 14 Gew.~%. 

Beispiel 4 

Die Arbeitsweise gemaB Beispiel 2 wurde wiederholt, mit der 
Abanderung, daB anstatt in Gegenwart von 200 mMol Natrium- 
acetat in Gegenwart von 200 mMol Kaliumpropionat gelifiziert 
wurde . 

Nach einer Gesamt-Inkubationszeit von 48 Stunden waren 
56 , 7 Gew.-?£ der Starke zu Cyclodextrinen abgebaut. Der An- 
teil an -y-Cyclodextrin betrug 13,8 %. 
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